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COMPLEXE ELECTRO ACTI F, SONDE ELECTROACTIVE ET PROCEDE DE 

PREPARATION 



5 L'invention a trait aux Electrodes organiques 6labor4es a partir 

de polym&res Slectroactifs sur lesquels sont U6s des anti-ligands destines d 
rnteragir sp6cifiquement avec des ligands. 

L'interaction spScifique du I'anti-ligand avec !e ligand entraTne 
une variation sensible et selective des propri6t6s 6lectrochimiques du 
10 polymdre 6lectroactif, telle qu'une diminution de I'6lectroactivit6 dudit 
polymdre. Cette variation, qui depend de la concentration en ligand greff<§, 
est observ6e, eventuellement mesur6e, et directement correlee h la 
quantite de ligand greffS. Une des applications essentielles de cette 
technique reside done dans la detection, V identification, et 6ventuellement 
15 le dosage, d'un ligand, present dans un 6chantillon biologique. 

La variation pr6cit6e est de type potentiomStrique, telle qu'une 
variation du potentiel d'oxydation du polym&re 6lectroactif avant et aprds 
interaction, ou de type ampSromStrique, telle qu'une variation du courant 
d'oxydation ou de reduction du polymSre avant et aprds hybridation^ 
20 determine h un potentiei determine. 

Pour caract6riser pr6cis6ment la r£ponse 6lectrochimrque du 
polymdre, celui-ci doit presenter une forte electroactivit<§. 

C'est done un des buts de 1'mvention d'apporter une sonde & 
base de polymdre 6lectroactif sur lequel est fix6 au moins un anti-ligand, 
25 cette sonde poss£dant une forte 6lectroactivit6. 

Selon le document WO-A-95/291 99, on connaTt un polypyrrole, 
constitud par des monom&res consistant chacun en un noyau pyrrole 
substitu6 de manidre covatente sur le carbone en position 3 du noyau 
pyrrole, par un polynucleotide sonde. 
30 Le polypyrrole ainsi obtenu est appliqu6 d la detection, et 

Eventuellement le dosage, de ligands, in vitro ou in vivo. 

On est cependant toujours dans I'attente de elaboration de 
polymdres poss6dant de meilleures propriety glectroactives. 

Selon invention, on apporte un polymdre eiectroactif, modifte, 
35 porteur d'au moins un anti-ligand, et dont la sensibilize peut §tre de I'ordre 
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de cent fois sup6rieure h celle d'un polymfcre 6lectroactif modify connu, tel 
qu'un polypyrrofe qui fait I'objet du document WO-A-95/29199. 

Ainsi, un premier objet da ('invention est un complexe 
eiectroactif, constitu6 par un polymSre homopolym6re ou copolymfere 
5 eiectroactif d'au moins deux monom^res, un antMigand et un ligand ayant 
specifiquement interagi avec ledit antMigand, ledit complexe comprenant 
en outre au moins un groupe eiectrodonneur, 

Selon rinvention, le groupement eiectrodonneur est 
avantageusement choisi parmi le ferrocdne, la quinone et les d6riv6s de 
10 ceux-ci, et/ou le polym&re eiectroactif est de preference choisi parmi le 
polypyrrole, le polyacetytene, la polyazine, le poly(p-phenylSne), le poly(p- 
phenylfcne vinylfcne), le polypyrfcne, le polythiophdne, le polyfuranne, le 
polyseienophdne, la polypyridazine, le polycarbazole, la polyaniiine, les 
polynucleotides bicat6naires. 
!5 Avant de detainer I'invention, certains termes emp!oy6s dans la 

description et les revendications sont ci-aprfcs d6finis. 

Par « groupement eiectrodonneur », on entend un couple redox 
prSsentant une vague d'oxydation 6troite, rapfde et reversible, tel que le 
ferrocene, la quinone et leurs d6riv6s, par exemple leurs d6riv6s substitues. 
20 Les termes « antMigand » et « ligand » font indifferemment 

r£f£rence & des molecules biologiques telles que des polynucleotides ou des 
peptides, mais aussi d des molecules chimiques. 

L'antMigand est susceptible d'interaglr specifiquement avec !e 
ligand pour former un conj'ugue ligand / antMigand. A titre d'exemples de 
25 conjugu6s, on peut citer tout couple peptide / anticorps, 
anticorps / haptdne, hormone / r6cepteur, polynucleotide / polynucleotide, 
polynucleotide / acide nucieique et analogues. 

Le terme « polynucleotide » tel qu' employe selon 1' invention 
designe un enchamement d'au moins cinq nucleotides 
30 <d6soxyribonucl6otides ou ribonucleotides), naturels ou modifies, 
susceptible de s'hybrider, dans des conditions appropri6es d'hybridation, 
avec un polynucleotide au moins partiellement compl6mentaire. Par 
nucleotides modifies, on entend par exemple, un nucleotide comportant 
une base modifiee et/ou comportant une modification au niveau de la 
35 liaison intemucl6otidique et/ou au niveau du squelette. A titre d'exemple de 
bases modifiees, on peut citer 1'inoslne, la methyl-5-desoxycytidine, la 
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dimethyIamino-5-desoxyuridine, la diamino-2,6-purine et la bromo-5- 
desoxyuridine. Pour ifJustrer une liaison internucieotidique modifiee, on peut 
mentionner les liaisons phosphorothioate, H-phosphonate et alkyl- 
phosphonate. Les alpha-oligonucl6otides tels que ceux d6crits dans 
5 FR-A-2 607 507 et les PNA qui font I'objet de I'article de M. Egholm et al., 
J. Am. Chem. Soc. (1992) 114, 1895-1897, sont des exemples de 
polynucleotides constrtu^s de nucleotides dont le squelette est modifie. 

Le terme « peptide » signifie notamment tout enchaTnement 
d'au moins deux acides amines, tels que proteine, fragment de proteine, 

10 oligopeptide, qui a 6te extrait, s6pare, isoie ou synthetise, comma un 
peptide obtenu par synthase chimique ou par expression dans un 
organisme recombinant. Sont inclus aussi, tout peptide dans la sequence 
duquel un ou plusieurs acides amines de la serie L sont remplacds par un 
ou plusieurs acides amines de la serie D, et vice-versa ; tout peptide dont 

15 Tune au moins des liaisons CO-NH est remplacee par une liaison NH-CO ; 
tout peptide dont Tune au moins des liaisons CO-NH est remplacee par une 
liaison NH-CO, la chiralite de chaque r6sidu aminoacyle, qu'il soit implique 
ou non dans une ou plusieurs dites liaisons CO-NH, etant soit conserves, 
soit inversee par rapport aux residus aminoacyles constituant un peptide de 

20 reference (ou immunoretroTdes) ; et tout mimotope. 

Pour illustrer les diverses classes des peptides concents, on 
peut mentionner les hormones adrenocorticotropiques ou leurs fragments, 
les analogues d'angiotensine et leurs inhibiteurs, les peptides 
natriuretiques, la bradykinine et ses derives peptidiques, les peptides 

25 chrmiotactiques, la dynorphine et ses derives, les endorphines et leurs 
derives, les enc6phalines et leurs derives, les inhibiteurs d'enzymes, les 
fragments de fibronectine et leurs derives, les peptides gastro-intestinaux, 
les peptide opioTdes, I'oxytocine, la vasopressine, la vasotocine et leurs 
derives, les proteines kinase. 

30 Le terme « anticorps » definit tout antlcorps monoclonal ou 

polyclonal, tout fragment d'undit anticorps tel que les fragments Fab, Fab'2 
ou Fc, ainsi que tout anticorps obtenu par modification ou recombinaison 
genetique. 

Les termes « greffer », « lier » et « fixer » en I'absence de toute 
35 indication, sont indiff6remment employes dans le present texte pour 
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designer une relation entre deux entites, sans en definir la nature chimique. 
II peut ainsi s'agir d'une liaison faible ou d'une liaison covalente. 

Un groupe de liaison selon ('invention relie, par liaison 
covalente, deux entitea chimiques, apres interaction desdites deux entites, 
5 I'une au moins ayant ete au prealable activee ou activable, en vue de cette 
interaction, par un groupe active ou activable. Le groupe de liaison peut 
done resufter de la reaction d'undit groupe active ou activable d'une entity 
sur une fonction reactive de I'autre entit6, et vice-versa, ou de la reaction 
d'undit groupe active ou activable d'une entity sur un autre dit groupe 
10 active^ ou activable de I'autre entity. 

Par groupe active, on entend un groupe permettant, par son 
intermedaire, I'interaction de I'entit6 sur lequel il est 1\x6 avec une autre 
entity. A titre d'exemple, il peut s'agir d'un groupe ester active tel que le 
groupe -CO-[0-N-phtalimide]. Par groupe activable, on comprend un 
15 groupe qui peut etre transforms en un groupe active, par exemple dans 
certaines conditions reactionnelles ou lors de la mise en contact avec un 
groupe active susceptible d'interagir avec lui. 

Le complexe de I'invention tel que dSfini precSdemment repond 
avantageusement aux caractenstiques suivantes constderees seules ou en 
20 combinaison. 

Le ligand et I'anti-ligand sont des molecules biologiques, 
notamment choisies parmi les polynucleotides et Jes polypeptides, qui 
peuvent 6tre marques par un traceur susceptible de gene>er directement ou 
indirectement un signal. 

25 Le complexe presente I'une des structures suivantes : le 

groupement electrodonneur est lie, directement ou indirectement, d'une 
part au polymere electroactif et d'autre part a I'anti-ligand ou au ligand, ou 
bien le groupement electrodonneur est U6, directement ou indirectement, a 
I'anti-ligand, ledit anti-ligand Stent lui-meme Y\6, directement ou 

30 indirectement. au polymere Slectroactif, ou bien le groupement 
61ectrodonneur est Ii6, directement ou indirectement, au ligand ayant 
interagi avec I'anti-ligand, ledit anti-ligand etant \\6, directement ou 
indirectement, au polymere electroactif . 

Lorsque le groupement electrodonneur est 116 au polymere 

35 electroactif, il I'est prSferentiellement de maniere covalente, par 
I'intermeclialre d'un premier groupe de liaison. 
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Lorsque I'anti-lrgand ou le ligand sent lies au groupement 
eiectrodonneur et/ou au polymSre eiectroactif, i!s le sont avantageusement 
de maniere covalente, par I'interm6diaire respectivement d'un second et 
d'un troisi6me groupes de liaison. 
5 Les premier et/ou second et/ou troisdme groupes de liaison 

reliant respectivement, le groupe eiectrodonneur au polymfcre eiectroactif, 
le groupe eiectrodonneur a I'antMigand ou au ligand, et I'antMigand ou le 
ligand au polymfcre eiectroactif, par I'intermediaire d'un bras de couplage. 

Dans la structure du complexe de I'invention, salon laquelle le 
10 groupe eiectrodonneur est lie au ligand, il peut aussi I'etre par 
I'intermediaire d'un support inerte, par exemple uhe bills de polystyrene, 
une bille magndtique ou une bille de verre, ou d'un support biologique, telle 
qu'une cellule, dans laquelle le groupe eiectrodonneur a 6te internalist 

Selon un complexe pr6f6r6 de I'invention, le polym^re 
15 eiectroactif est un polypyrrole constitue d'au moins deux monom^res 
consistant chacun en un noyau pyrrole, et le groupe eiectrodonneur est le 
ferrocene, et, en particulier, I'anti-ligand est un polynucleotide sonde et le 
ligand est un polynucleotide cible, au moins partiellement hybride audit 
antMigand. 

20 Ce complexe prefer present? en outre les caraCfcSristiques 

suivantes, considers seules ou en combinaison. 

Le ferrocene est lie d'une part au polynucleotide sonde et 
d'autre part au noyau pyrrole d'un monom&re du polypyrrole, auquel cas le 
polynucleotide sonde est fix6 sur le carbone en position 1 d'un des noyaux 
25 cyciopentadi&ne du ferrocene, et le ferrocene est fixe sur le noyau pyrrole 
par r intermedia ire du carbone en position V de ('autre noyau du 
cyclopentadi&ne, 
ou bien 

le polynucleotide sonde est lie au ferrocene et au noyau pyrrole 
30 dudit monom£re au moins, auquel cas ie polynucleotide sonde est fixe sur 
le carbone en position 1 d'un des noyaux cyclopentadi&ne du ferrocene. 

Le noyau pyrrole est de preference substitue sur le carbone en 

position 3. 

Le polypyrrole est un copolym£re et comprend un monomdre 
35 dont le noyau pyrrole est substitu6 par un groupe -CH 2 -COOH ou 
-CH 2 -CH 2 OH. 
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Avantageusement, ie premier groupe de liaison entre le 
ferrocene et le noyau pyrrole, est le groupe -CONH-CH 2 - et/ou le second 
groupe de liaison, entre le ferrocdne et le polynucleotide sonde ou le 
polynucleotide cible est le groupe -CO- et/ou le troisidme groupe de liaison 
5 entre le polynucleotide sonde ou le polynucleotide cible et le noyau pyrrole, 
est le groupe -CH 2 -CO-. 

Les premier et/ou second et/ou troisidme groupes de liaison qui 
relient, indirectement, respectivement le ferrocene au noyau pyrrole, le 
ferrocene au polynucleotide sonde ou au polynucleotide cible et le noyau 
10 pyrrole au polynucleotide sonde ou au polynucleotide cible, peuvent le faire 
par I' intermediate d'un bras de couplage- Celui-ci est avantageusement une 
chaTne hydrocarbon6e saturee ayant au moins deux atomes de carbone, de 
preference au moins 2 ou 3 atomes de carbone, 

Le polynucleotide sonde ou le polynucleotide cible est fixe au 
15 ferrocene et/ou au noyau pyrrole du* monomSre au moins, par 
rintermediaire respectivement du second et/ou du troisidme groupes de 
liaison et d'au moins une des fonctions amin6es du polynucleotide sonde 
ou du polynucleotide cible. 

Un autre objet de I'invention est une sonde eiectroactive, 
20 constituee par un polymdre homopolym&re ou copolym6re, 6lectroactif, 
d'au moins deux monomftres, un anti-ligand susceptible d'interagir 
specifiquement avec un ligand, ladite sonde comprenant en outre au moins 
un groupement eiectrodonneur. 

Elle poss&de avantageusement au moins Tune quelconque des 
25 caracteristiques suivantes, 

Le polymdre eiectroactif est choisi parmi le polypyrrole, le 
polyacetylfcne, la polyazine, le poly(p-phenyiene), le poly(p-ph6nyldne 
vinyiene), ie polypyrdne, le polythiophene, le polyfuranne, ie 
polyseienophdne, la polypyridazine, le polycarbazole, la polyaniline, les 
30 polynucleotides bicatenaires et/ou le groupe eiectrodonneur est choisi parmi 
le ferrocene, la quinone et les derives de ceux-ci, et/ou I'anti-ligand est une 
molecule biologique notamment choisie parmi les polynucleotides et les 
polypeptides, et est 6ventuellement marque par un traceur susceptible de 
g6n6rer directement ou indirectement un signal, 
35 Le groupement eiectrodonneur est lie, directement ou 

indirectement, d'une part au polymdre eiectroactif et d'autre part £ I'anti- 
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ligand. Dans ce cas, le groupement eiectrodonneur est de preference lie de 
manfere covalente au polymdre eiectroactif, par I'intermediaire d'un premier 
groupe de liaison, ou bien 

le groupement eiectrodonneur est lie, directement ou 
5 indirectement, & I'anti-ligand, ledit anti-ligand 6tant lui~m§me Ii6, 
directement ou indirectement, au polymSre eiectroactif. 

L'anti-Iigand est Ii6 de manfere covalente au groupement 
eiectrodonneur, par I'intermediaire d'un second groupe de liaison et/ou 
ranti-Jigand est lie de manfere covalente au polym&re eiectroactif, par 
10 I'intermediaire d'un troisieme groupe de liaison. 

Les premier et/ou second et/ou troisdme groupes de liaison 
relient respectivement, le groupe eiectrodonneur au polym&re eiectroactif, 
le groupe eiectrodonneur £ I'anti-ligand et I'anti-ligand au polym&re 
eiectroactif , par I'intermediaire d'un bras de couplage. 
15 Une sonde avantageuse de I'invention comprend un polypyrrole 

constitud d'au moins deux monomdres consistant chacun en un noyau 
pyrrole, le ferroc&ne, et un anti-ligand particulier consistant en un 
polynucleotide sonde, susceptible d'hybrider un polynucleotide cible, dans 
des conditions d'hybridation appropriSes. 
20 Le polynucleotide sonde (PN^^) peut Stre fixe entre le 

ferrocene (Fe) et le noyau pyrrole (P) dudit monomdre au moins, ou bien 
etre fixe sur le ferrocene, celui-ci 6tant fix6 sur le noyau pyrrole. 

Lorsque le polynucleotide sonde est fixe entre le ferrocene et le 
noyau pyrrole, selon une structure que Ton designera par P-PN sonde -Fe, la 
25 sonde de ('invention repond aux caracteristiques suivantes consid6r6es 
seules ou combinees : 

le polynucleotide sonde est fixe sur le carbone en position 1 
d'un des noyaux cyclopentadi6ne du ferrocene ; 

le polynucleotide sonde est, directement ou indirectement, fix6 
30 au noyau pyrrole, par I'interm6diaire d'un troisidme groupe de liaison ; 
celui-ci est avantageusement le groupe -CH 2 -CO-, 

Lorsque le polynucleotide sonde est fixe sur le ferrocene lui- 
mSme etant fix6 sur le noyau pyrrole, selon une structure que Ton 
designera par P-Fe-PN 30mte , la sonde de I'invention repond aux 
35 caracteristiques suivantes consid6rees seules ou combinees : 
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le polynucleotide sonde est fixe sur le carbone en position 1 
d'un des noyaux cyclopentadi&ne du ferrocene, et le ferrocene est fix6 sur 
le noyau pyrrole par I'intermediaire du carbone en position V de I'autre 
noyau du cyclopentadidne ; 
5 le ferrocene est, directement ou indirectement, fix6 au noyau 

pyrrole dudit monomdre au moins, par I'intermediaire d'un premier groupe 
de liaison ; celui-ci est avantageusement le groupe -CONH-CH 2 -. 

Quelle que soit la structure de la sonde, le ferrocene est, 
directement ou indirectement, fix6 au polynucleotide sonde, par 
10 I'intermediaire d'un second groupe de liaison qui consiste de preference en 
le groupe -CO-. 

Par ailleurs, le polynucleotide sonde est fix6 au noyau pyrrole du 
monorn&re au moins et/ou au ferrocene, par I'intermediaire respectivement 
du troisieme et/ou du second groupes de liaison et I'intermediaire d'au 

15 moins une des fonctions aminees du polynucleotide sonde. 

Selon une structure avantageuse d'une sonde de I'invention, les 
premier et/ou second et/ou trqisidme groupes de liaison precit6s, relient, 
indirectement, respectivement le ferrocene au noyau pyrrole, le 
polynucleotide sonde au noyau pyrrole et le polynucleotide sonde au noyau 

20 pyrrole, par I'intermediaire d'un bras de couplage. 

Ce bras de couplage est de preference une chaTne 
hydrocarbon6e saturee ayant au moins deux atomes de carbone, de 
preference au moins 2 ou 3 atomes de carbone. 

Le polypyrrole modifie selon I'invention peut §tre un 

25 homopolym£re ou un copolym£re. Le noyau pyrrole est substitue sur le 
carbone en position 3, done tout copolymers de I'invention presentera au 
moins deux monomeres dont un au moins n'est pas substitue sur ladite 
position, ou bien il presentera au moins deux monomeres differemment 
substitu6s sur ladite position, les substituants PN 8onde etant differents et/ou 

30 I'assemblage des substituants PN^ et Fe etant diff6rents sur le noyau 
pyrrole des monomeres et/ou les premier et/ou second et/ou troisieme 
groupes de liaison et/ou les bras de couplage 6tant diff6rents. En plus des 
monomeres modifies selon I'invention, un copolymere peut comprendre au 
moins un monom6re dont le noyau pyrrole est substitue par un groupe - 

35 CH r COOH ou -CH 2 -CH 2 OH. 
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Lorsque tous les monomdres du polymdre sont modifies d 
1'identique, on obtient un polypyrrole homopolymSre de I'invention. 

L'invention concerne aussi un procSdS pour preparer une sonde 
de I'invention. 

5 Si les monom^res modifies du polypyrrole ont tous la structure 

P-PN 80nd6 -Fe # le proc6de comprend alors les etapes suivantes : 

(a) On dispose d'un polypyrrole" homopolym&re ou copolym§re 
constitue par au moins deux monomfcres consistant chacun 
en un noyau pyrrole, dont au moins un est substituS sur le 

10 carbone en position 3 par un polynucleotide sonde, 

(b) On obtient le ferrocene comportant sur le carbone en 
position 1 d'un des noyaux cyclopentadi&ne, au moins un 
groupe active ou activable, et 

(c) On met en contact le polypyrrole homopolymdre ou 
15 copolymdre, substitud par un polynucleotide sonde, avec le 

ferrocene comportant (edit groupe active ou activable. 
Si les monom&res modifies du polypyrrole ont tous la structure 
P-Fe-PN^^, le proc£d£ comprend alors les etapes suivantes : 

(a) On dispose de ferrocene comportant au moins deux 
group em ents actives ou activables, au moins Tun 6tant fixe 
sur le carbone en position 1 d'un des noyaux 
cyclopentadidne et {'autre etant fixe sur le carbone en 
position V de I'autre noyau cyclopentadi&ne du ferroc&ne, 

(b) On dispose d'un monomdre consistant en un noyau pyrrole 
substttud sur le carbone en position 3, par un groupe activ6 
ou activable, 

(c) On fait rSagir un exc6s du ferrocene comportant des groupes 
actives ou activables avec le monomdre substitu6, 

(d) On effectue une 6!ectropolym£risation du compose obtenu 
en (c), et 

(e) On met en contact le polym&re obtenu h I'dtape (d) avec un 
polynucleotide sonde. 

Les proc6d6s de preparation de sonde de 1'invention sont en 
outre avantageusement caract£ris6s comma suit : 

Le ou les groupes actives ou activables du ferrocene, identiques 
ou diff6rents, sont de preference un groupe ester active ou activable, et de 
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preference le groupe -CO-IN-hydroxy-phtalimide] ; ils sont 
avantageusement fix6s sur le ferrocene par I'intermediaire d'un bras de 
couplage. 

Le groupe active du noyau pyrrole est -CH 2 -NH 2 . 
5 Le groupe active ou activable du noyau pyrrole, est fixe sur 

celui-ci par I'intermediaire d'un bras de couplage. 

Un bras de couplage pr6fer6 est une chaTne hydrocarbonee 
satur6e ayant au moms deux atomes de carbone, de preference au moins 2 
ou 3 atomes de carbone. 
10 L'etape d'6lectropolymerisation est n§alis<§e en utilisant des 

techniques bien connues de I'homme du metier. Par exemple, elle peut §tre 
conduite en soumettant les monomdres a des variations de potentiel 
electrique suffisantes pour provoquer la polymerisation par une oxydation 
et une reduction successives ; ou bien par polymerisation a courant 
15 (chronopotentiometrie) ou d potentiel (chronoamp6rom6trie) imposes. 

Un autre objet de I'invention est un compose ligand / ferrrocene, 
en tant que produit intermediate, consistant en un ligand lie, directement 
ou indirectement, h un groupe eiectrodonneur tef que le ferrocene, la 
quinone ou les derives de ceux-cL En particulier, -ce compose est un 
20 compose polynucleotide / ferroc&ne, en tant qu'interm6diaire de preparation 
d'une sonde de I'invention dans le precede de preparation d'une sonde 
P-PN^nde-Fe de I'invention. II consists en un polynucleotide fix6 sur le 
carbone en position 1 d r un des noyaux cyclopentadfene du ferrocene, par 
I' intermediate d'un second groupe de liaison qui est de preference le 
25 groupe -CO-. 

Ce second groupe de liaison peut relier indirectement le 
ferrocene et le polynucleotide sonde, par t'interm6diaire d'un bras de 
couplage qui consiste avantageusement en une chaTne hydrocarbon6e 
saturee ayant au moins deux atomes de carbone, de preference au moins 2 

30 ou 3 atomes de carbone. 

Une sonde de I'invention presents des applications 
diagnostiques. Aussi, I'invention concerne encore un precede de detection 
d'un polynucleotide cible dans un echantillon biologique, selon lequel on 
met en contact ladite sonde, dans des conditions d'hybridation appropri6es, 

35 et on met en evidence ou on quantifie une difference de potentiel ou une 
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variation de courant entre la sonde avant mise en contact et la sonde aprds 
mise en contact. 

L'invention concerne egalement I'utilisation pour !a detection 
d'un polynucleotide cible dans un 6chantillon biologique d'une sonde, 
5 utilisation selon laquelle on met en contact ladite sonde, dans des 
conditions d'hybridation approprtees, et on met en Evidence ou on quantifie 
une difference de potentiel ou une variation de courant entre la sonde 
avant mise en contact et la sonde aprds mise en contact. 

La prSsente invention a aussi pour objet une Electrode dont tout 
10 ou partie de la surface est rev§tue d'une sonde definie pr6c6demment. Une 
telle Electrode peut §tre obtenue par toute technique classique bien connue 
de 1'homme du metier. A titre d'exemple, il peut §tre procede £ cette 
preparation en deposant un polypyrrole de ['invention £ la surface d'une 
Electrode de platine, d'or, de chrome ou de titane recouvert d'or, de 
15 carbone vitreux ou d'un oxyde conducteur tel que I'oxyde d'6tain ou un 
oxyde mixte d'6tain et d'indium. 

L'invention concerne aussi I' utilisation d'un groupe 
eiectrodonneur pour augmenter I'eiectroactivite d'un polymdre eiectroactif 
sur lequel est fixe un anti-Iigand susceptible d'interagir avec un ligand, ledit 
20 groupe eiectrodonneur se trouvant sur le mSme monomfcre que I'anti- 
ligand. 

Les differents objets de l'invention sont illustrds dans les 
exemples suivants qui font reference aux figures 1 & 15 annex^es et 
desquels ressortiront leurs caracteristiques pr6f6rentielles et avantages. 

25 

Exemple 1 : Preparation d'un polypyrrole copolymdre constitue 
de monomdres de structure P-PN^^-Fe et de monomdres substltues par le 
groupe -CH 2 -COOH 

30 L'eiaboratJon de cette structure a n6cessite la synthase d'un 

ferrocene substitue par un groupe N-hydroxy-phtalimide (en abr6ge NHP) # 
et la fixation du polynucleotide sonde sur un polypyrrole, puis la fixation du 
ferrocene active obtenu sur le polynucleotide sonde fixe sur le polypyrrole. 
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lA-Obtention du ferrocene activ^, !e 1-ferrocdne-propyl-NHP 
Le schema de synthase est le suivant : 



10 
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KCN 
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0 



CH3OH 



0 



L'analyse de fa rSponse <§Iectrochimique du 
1-ferroc§ne-propyl-NHP ainsi obtenu met en Evidence un syst&me 
electrochimique reversible situS & un potentiel de 0,3 V/ECS^Cette r6ponse 
comparSe d celle d'un ferrocene substituS directement par un-groupe NHP 
montre un gain en potentiel de t'ordre de 200mV. 

IB-Fixation du polynucleotide sonde sur le poiypyrroie 
copolymdre [PyCOOH,PyCONH-NHP] 

Cette 6tape est r6alis6e dans ies mSmes conditions que cedes 
d^crites dans le document WO-A-95/291 99, en utilisant un polynucleotide 
sonde fonctionnalisd sur ses extr6mit6s 3' et 5' par des groupes amines, 
Tun des groupes servant £ la fixation sur le polym&re poiypyrroie activS et 
T autre d la fixation sur le ferrocene active. 



IC-Fixation du ferrocdne sur le poiypyrroie copolymdre 
poly[PyCOOH,Py-PN Mnd J 

Le greffage du PN wnde a 6t6 effectud en plongeant une Electrode 
de poly[PyCO0H,Py-PN SOft<f J dans une solution contenant du 1-ferrocdne- 
propyl-NHP obtenu en 1A, pendant 1 heure & temperature ambiante. 
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L'eiectrode est ensuite rinc6e et analys6e eiectrochimiquement dans une 
solution de 0,5M NaCI. 

La r6ponse representee & la Figure 1 (en trait plein, Fe- 
(CH 3 )NHP, en trait pointilie, Fe-NHP) est caract6risee par un signal 
5 eiectrochimique apparu apr£s greffage du PN sond<> £ un potentiel de 
0,35 V/ECS en milieu aqueux caracteristique du ferrocene substitu6 sur le 
PNsonde- La mesure de la charge echangee au cours de I'oxydation montre la 
presence de sites de ferrocene eiectroactif. Cette mesure permet de 
determiner la quantite totale de ferrocene fixe sur le PN sonda . 

10 

Exemple 2 : Utilisation du polypyrrole obtenu a 1'exempie 1 pour 
hybrider un polynucleotide cible (PN dbfe ) 

L'hybridation est effectuee en pla9ant l'eiectrode recouverte du 
15 polypyrrole obtenu h I'exemple 1, pendant 1 heure dans un tampon PEG en 
presence de 25 nmoles de PN^ & 37° C. L'eiectrode est ensuite rinc6e et 
analyses par voltametrie cyclique. 

La rSponse eiectrochimique representee par la figure 2 (en trait 
plain, avant hybridation, en trait pointilie, aprds hybridation) montre une 
20 forte diminution de I'eiectroactivite du signal du ferrocene apr£s 
hybridation. Le courant diminue de 70 //A. Cette forte diminution demontre 
la forte sensibilit6 du ferrocene £ l'hybridation de PN olb1e . 

Pour optimiser ce polypyrrole, il est neScessaire de d£finir un seul 
site de greffage sur le PN BondB pour contrdler la position et la quantite du 
25 ferrocene greff6, pour conduire £ une parfaite reproductibilite des resultats. 
Cette optimisation fait I'objet de I' exemple 3. 

Exemple 3 : Preparation d'un polypyrrole copolymdre constitue 
de monom&res da structure P-Fe-PN^^ 

30 

Cette preparation a consiste en la fonctionnalisation du 
polypyrrole par un ferrocene portant un groupe partant. Un PN 80nde a ete 
fix6 d'une part sur l # homopolym6re [PyNH-Fe-NHP] et d'autre part sur le 
copolym6re [PyNH-Fe-NHP-PyCOOHJ. 
35 Le PN^^ presents des propri6tes de reconnaissance vis-£-vis 

d'un PN cJble et on a v6rifie si cette reconnaissance 6tait conservee apr£s 
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fixation du PN 80nde sur le ferrocene, puis on a recherche la nature de la 
reponse electrochimique du ferrocene a cette reconnaissance. 

On a d'abord effectue la synthese d'un monomere pyrrole 
substltue en position 3 par un ferrocene portant un groupe ester active. 
Puis, on a realise . une polymerisation par voie electrochimique du 
monomdre obtenu, et on a greff6 le PN W(te sur le polymere resultant. 

3A-Synth6se du monom&re, le 3-pyrrole-ferrocene-NHP 
L'elaboration d'un pyrrole qui porte 6 la fois un ferrocene et un 
groupe NHP a necessite plusieurs etapes de synthese. La premiere est la 
synthese de pyrrole substitud par un groupe butyle amine, soit le (4- 
aminobutyl)-3-pyrrole, la seconde est la synthese de 1 , T-dipropanoate-N- 
hydroxyphtalamide-ferrocene, et la troisieme etape est la synthese du 3- 
pyrrole-ferrocene-NHP. 

Synthdse du (4-aminobutyl)-3-pyrrole 



20 
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Le (4-amino butyle)-3-pyrrole dont la fonction amine permet la 
fonctionnalisation du pyrrole par des groupes ester active grace aux 
reactions de condensation est synthetisd. Pour synthStiser ce monom&re, 
on effectue une reaction d'acylation sur le pyrrole tosyle pour obtenir le 
(3-bromo-propionyl)-3-tosyle-1 -pyrrole avec un rendement de 63%. Cette 
reaction est sui-vie d'une reduction de la fonction carbonyle. On obtient le 
1-tosyle-pyrrole-3-bromopropyle avec un rendement de 78%. En utilisant le 
cyanure de sodium, le brome est substitu6 par une fonction cyanure avec 
un rendement de 50%. La transformation du cyanure en amine se fait par 
r6action de reduction en utilisant I'hydrure d'aluminium et de lithium 
(rendement 77%). L'hydrolys.e du groupement tosyle par une base NaOH 
conduit au (4-amino buty!e)-3-pyrrole avec un rendement de 62%. 



Synthase du 1,1'ferrocdne propyl NHP 
Le schema de synthase est le suivant : 
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Ce ferrocene est obtenu par la transformation de 1 ,1 '-ferrocene- 
propyl-cyano en 1,l'-ferrocene-propyl-acide en presence d'hydroxyde de 

25 sodium et de m<Sthanol avec un rendement de 95%. Les groupements 
carboxyliques du ferrocene sont substitu<Ss par un groupe partant, le 
N-hydroxyphtalimide (NHP). Le ferrocene NHP est obtenu a partir du 
ferrocene acide, par esterification et en presence de DCC. Le DCC, joue un 
r6le de deshydratant, se transforme en DCU en captant ainsi I'eau formee 

30 au cours de la reaction. 
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Synthase du 3-pyrrole-ferrocene-NHP 
Le schema de synthase est le suivant : 




Le 3-pyrrole-ferrocene-NHP est obtenu par une reaction de 
couplage entre le 3-pyrrole-butylamine et le 1 , 1' ferrocene-propyl-NHP dans 
20 I'acetonitrile, dans des conditions de large exces en ferrocene pour eviter 
une substitution du pyrrole sur les deux groupes NHP du ferrocene. 

Caracterisation electrnnhimiqua du r ponom&ra 
L'analyse electrochimique du monomere en solution est 
25 effectuee dans I'acetonitrile en presence d'electrolyte support 0,1M LiCI0 4 . 

La figure 3 montre le voltamogramme obtenu. Deux systemes 
d'oxydoreduction sont observes. Le premier systeme pr^sente des 
caracteristiques reversibles dont le potentiel d'oxydation est situS a 
0,26 V. Ce systeme correspond a I'oxydor6duction du ferrocene substitud 
30 sur le pyrrole. Le deuxieme systeme electrochimique est irreversible, son 
potentiel d'oxydation est situe a 1,17 V/ECS, il correspond a I'oxydation du 
pyrrole. 

Ce potentiel d'oxydation du pyrrole substitue par le groupe 
ferrocene est eleve compare au potentiel d'oxydation de pyrrole non 
35 substitu6 ou substitue avec le groupe carboxylique qui est generalement de 
i'ordre de 0,8 a 0,9 V/ECS. 
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3B-Pn§paration de 1'homopolymere poly[Py-Fe-NHP] 

Le schema de polymerisation est fe suivant : 

(<^/\^.COONHP 

Fc 3 Polymerisation 
o ^ f — . 

^-^fl^MH E=1.1V/ECS ^^-coonhp 



J 

15 



H ° 



Les films de poly[Py-Fe-NHP] sont obtenus en plongeant les 
electrodes de platine dans una solution du monomere poly[Py-Fe-NHP] en 
milieu acetonitrile qui contient 0,2M de tetrafluoroborate de 
20 tetrabutylammonium, (N + Bu 2 BF 4 ). L'electropolym6risation est effectuee a 
un potentiel contrGle de 1,1 V/ECS en se basant sur le potentiel 
d'oxydation du monomdre. La charge d6pos6e est de 70 MC. 

Apres polymerisation, ii se forme un pr6cit6 dans la solution qui 
est probablement dQ a la formation des oligomeres de courtes chafhes 

25 

Caracterisation eleotrochrminuft de I'hnmnp olymere poMP^-Fr. 

NHP1 

Lis films obtenus d'homopolymere poly[Py-Fe-NHP,PyCOOH] 
sont analyses electrochimiquement dans un milieu acetonitrile en presence 

30 de 0,1M de LICI0 4 . La figure 4, represente le voltamogramme obtenu. Ce 
voltamogramme montre une grande electroactivite dirfilm de polymere. Le 
potentiel d'oxydation est de 288 mV/ECS et celui de la reduction est de 
236mV/ECS. La difference entre ces deux valeurs et le rapport des 
courants des pics d'oxydation (13,5 pA) et de reduction (11 pA) montrent 

15 que ce systeme electrochlmique presente une bonne reversibilite. La charge 
echangee au cours de I'oxydation ou de la reduction est de 0,1 MC. Cette 
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valeur est trds faible compare k la charge d6pos6e au cours de la 
polymerisation, A partir de la charge d'oxydatron, on peut determiner fa 
quantity de ferrocene eiectroactive d6pos6e sur I'eiectrode. Sachant que le 
ferrocene 6change un electron au cours de son processus d'oxydation, on 
5 peut 6tablir la loi de faraday : 
Qox - N(Fe)*F 

Le nombre de moles de ferrocene ou d'unit6s pyrrole 
eiectroactives sur I'eiectrode est de 10' 9 moles. 

Le calcul du nombre de mole de ferrocene & partir de la charge 
10 de polymerisation montre des valeurs tr6s eiev6es de I'ordre de 10" 7 moles. 

Cependant, ces risu/tats montrent que le rendement de 
polymerisation est trds faible. Deux facteurs sont d I'origine de ce faible 
rendement, d'une part, une partie de la charge de polymerisation sert d 
roxydation du ferrocene en solution et d'autre part, l r encombrement 
15 sterique du groupement ferroc&ne-NHP substitue sur le pyrrole empSche le 
couplage entre ces deux unites pyrrole et conduit h des oiigomdres de 
courtes chaTnes qui precipitant en solution. 

3C-Fixation du PN 80ndo sur I'homopolymere 

20- 

Le schema de fixation est le suivant : 



25 
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Le PN 8onde utilise est un polynucleotide de 25 paires de bases 
ayant la sequence suivante identified par SEQ ID NO :1 : 
5 'TCA-ATC-TCG-GGA-ATC-TCA-ATG-TTA-G 3 '. 
La fixation du PN S0(M(8 est effectue sur I'homopolymere 
precurseur polylPy-Fe-NHPI. Les conditions chimiques de cette substitution 
sont similaires a celles de la fixation sur le polymere poly[PyCCNH-NHPJ 

Le couplage entre le pyrrole Fe-NHP et le PN OTnde "portant le 
groupe amine dans sa position 5' est effectue en plongeant I'electrode 
dans une solution d'acetonitrile en presence de 10% d'un tampon acetate 
et de 25 //mole/1. La faction se deroule a temperature ambiante pendant 2 
heures. 

Les films obtenus sont analyses par voltametrie cyclique dans 
I'eau en presence de 0,5M NaCI. La figure 5 montre un systeme 
d'oxydoreduction dont les pics d'oxydation et de reduction sont situSs 
15 respectivement a 273 mV et 258 mV. 

Le systeme electrochimique du ferrocene en milieu aqueux n'est 
pas aussr reversible compare a I'analyse du film dans I'acetonitrile. Cette 
perte de I'electroaotivite est probablement liee a des problemes de 
solvatation soit de I'Jon dopant ou de la matr/ce de polmymere dans I'eau. „ 



10 



20 



Exemple 4 : Hybridation du PN^ sur I'homopolymere polylPy- 
Fe.PN 8ond ,l obtenu a I'exemple 3 

Le schema d'hybridation est le suivant : 



J H n Q Fe W 3 




H 0 
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Des films de copolym6re poly[Py-Fe-PN wnd0 ] ont 6t6 mis en 
incubation en presence de 25 nmoles (25 //mol/l) de PN cib]8 dans un tampon 
biologique, pendant 3 heures, 6 une temperature de 37°C, dans un volume 
de 1 ml. 

5 Le PN dbre comporte 25 bases complSmentaires des bases du 

p N 80 nde^ r6pond h la sequence suivante, identifi6e par SEQ ID NO :2 
5 CTA-ACA-TTG-AGA-TTC-CCQ-AGA-TTG-A 3 '. 
Un test de blanc est effectu6 en incubant une autre Electrode 
dans le tampon d'hybridation qui contient de I'ADN de saumon pour 
10 determiner les effets des interactions non specifiques. 

Caract6risation 6lectrochimioue 

La r6ponse eiectrochiniique des polymdres a 6te analys6e par 
voltametrie cyclique en milieux aqueux en presence de 0,5M NaCI. 
15 Pq ['eieqtrodq qn frlanq 

Le voltamogramme apparaissant & la figure 6 (en trait plain, 
avant hybridation, en trait pointing, aprds hybridation) montre la rgponse 
eiectrochimique de ['Electrode de reference incub6e en presence de tampon 
PEG. 

20 On observe que I'eiectrode qui sert de reference montre une 

variation du potentiel d'oxydation et une diminution de I'eiectroactivite. 
Ceci indique que les interactions non specifiques ont un leger effet sur la 
r£ponse eiectrochimique du ferroc&ne. 

Du DQlvm6re teste aorfes hybridation 
25 L'analyse eiectrochimique de (Electrode incubee en presence du 

PN cib!e e n milieux aqueux est representee sur la figure 7 (en trait plain : 
avant hybridation, en trait pointing : aprds hybridation). 

L' electrode aprds incubation montre un dSpIacement du 
potentiel d'oxydation vers les potentiels eieves et une diminution de 
30 I'eiectroactivite. La charge 6chang6e au cours de I'oxydation est de la 
reduction diminue egalement. 

On observe que fa variation de la reponse eiectrochimique du 
ferrocene est plus importante compare d reiectrode de blanc. 
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Exemple 5 : Preparation d'un polypyrrole copolymers constitue 
de monomeres de structure P-Fe-NHP et de monomeres substltu^s par le 
groupe -CH a -COOH 

5A-Preparation du polymere poly[Py-Fe-NHP,PyCOOH] 

Le schema de synthase est le suivant : 

^QV^~coonhp 
Fc ^ 

10 w rfow-^ft® l 0,ym6risatio \ 

Vr 3 I V/ECS 

« /7=\ 

-COONHP 

Fc v/ 3 



15 




j 



H 0> H ° 



La copolymerisation entre le 3-pyrrole-acide acStique (PyCOOH) 
20 et le 3-pyrrole-Fe-NHP (Py-Fe-NHP) permet de diluer ce monomere 
encombrant dans la matrice de polymere afin de minimiser les perturbations 
d'origines steriques. En plus la copolymerisation avec le 3-pyrrole-acide 
acetique acide permet d'augmenter la porosite des films. 

Le choix de concentrations respectives de monomeres PyCOOH 
25 et Py-Fe-NHP est determine en se rdferant aux potentials de polymerisation 
de ces deux monomeres. Le PyCOOH s'oxyde a 0,9 V/ECS, le Py-Fe-NHP 
s'oxyde a 1,1 V/ECS. II est necessaire de prendre une faible concentration 
de PyCOOH par rapport au Py-Fe-NHP. Les concentrations de ces deux 
monomeres utilisees pour 1 'electropolymerisation du copolymers sont done 
30 0,02 M pour le PyCOOH et 0,08 M pour le Py-Fe-NHP. 

Le copolymere a et6 depose a potential impost de 1,1 V/ECS 
sur une electrode de platine de surface de 700 cm 2 en milieu propylene 
carbonate en presence de 0,2 M de UCI 2 . La charge deposee au cours de 
I'electropolymerisation est de 35 MC. II est difficile de determiner 
35 I'epaisseur du film a partir de la charge de polymerisation. Puisqu'une partie 



WO 01/81446 



PCT/FR01/01241 



23 

de la charge mesuree au cours de I'electropolymerisation a servi a 
I'oxydation du ferrocene en solution. 



10 



15 



20 



.electrochimique rt u poivmftre poMPy-Fa- 



Caract6risation 
NHP.PvCQQHl obtenn 

Cette caracterisation a ete effectuee en milieu acetonitrile en 
presence de 0,1 M LiCI0 4 . Le voltamogramme en figure 8. montre un 
systeme electrochimique reversible avec un pic d'oxydation situe a un 
potentiel de 254 mV et un pic de reduction symetrrque situe a un potentiel 
de 234 mV. La largeur a mi-hauteur est de 150mV. Cette reponse 
electrochimique presente ie signal du ferrocene et montre une 
electroactivit<§ importante de cette sonde electrochimique. Le transfert 
electronique a travers la chaTne conjugu6e du polymere est tres important, 
ce qui montre que le polypyrrole est conducteur. La charge echangee au 
cours de I'oxydation du ferrocene est de I'ordre de 0,15 mC. Cette charge 
d'oxydation du ferrocene permet de calculer le nombre de moles de 
pyrroles portant le groupe ferrocene dans le polymere en supposant que 
tous les sites ferrocene sont electroactifs. 

A partir de la loi de Faraday on a : 

Qox = N*F avec N le nombre de mole de ferrocene et F la 
constante de Faraday. 

Le nombre de mole de ferrocene electroactive est de I'ordre de 

10* mole. 



25 5B-Flxation du polynucleotide sonde sur le polypyrrole 

copolymere polyrPy-Fe-WHP,PyCOOH] 

Le schema de fixation est le suivant : 

^Q^coonhp . 
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utilise est le polynucleotide SEQ (D NO :1 . 
La fixation du PN^ (25>moles/l) est effective sur le 
copolymer precurseur poly[Py-Fe-NHP,PyCOOH] en plongeant ('electrode 
dans une solution d'acetonitrile en presence de 1 0% de tampon acetate. 

Caractensation. — electrochimi gue du n 0 | V m6re p ft l Y p y _c ? _ 
PN^.PvCOOHl ohtfin.. 

La figure 9 montre la reponse electrochimique de l ; electrode 
apres greffage du PN^,, en milieux aqueux en presence de 0,5 M NaCI. Le 
10 voltamogramme presente un systeme d'oxydoreduction caracterlsS par un 
pic d'oxydation intense et fin et un pic de reduction large. 

Les potentiels des pics d'oxydation et de reduction sont 
respectivement de 341 mV et 275 mV, la largeur a mi-hauteur est de 
1 00 mV pour le pic d'oxydation et de 200 mV pour le pic de reduction. La 
15 charge echangee au cours de I'oxydation ou de la reduction est de I'ordre 
de 0,1 mC. 

Exemple 6 : Hybridation du PNcible sur le copolymdre poly[Py- 
Fe-PN 80naa .PyCOOH) obtenu a I'exemple 5 

20 

Le schema d' hybridation est le suivant : 



25 
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Des films de copolymdre po!yIPy-Fe-PN 80nde ,PyCOOH] ont 6t6 
mis en incubation en presence de PN clble de 25 bases dans les mSmes 
conditions que prec6demment, 

Une Electrode de reference est incub6e dans le mSme tampon 
biologique sans PN^, 

Caract6risation ei ectrochimigiifl 

La rSponse eiectrochimrque des Electrodes incubees en presence 
de la cible et de la non-cible a 6X6 analys6e en milieu ac6tonitrile et en 
milieux aqueux. 

De 1'electrode en blanc 

Les figures 1 0 et 11 repr«§sentent les voltamogrammes avant 
(en trait plein) et aprds (en trait pointilie) hybridation en presence de la non- 
cible (ADN de saumon) en milieu ac6tonitrile et en milieu aqueux. 

On observe qu'en milieu ac6tonitri!e, la r6ponse eiectrochimique 
du ferrocene montre une stability du potentiel d'oxydation avec une trds 
legere variation des courants de pics, 

L'analyse de la rSponse eiectrochimique de reiectrode de 
reference en milieu aqueux en presence de 0,5 M NaCI montre une 
variation de la reponse eiectrochimique du ferrocene. Une augmentation du 
potentiel d'oxydation et une diminution du courant des pics. 

Du copolvm&re teste apr6s hybridation 

L'analyse eiectrochimique de 1'eiectrode incubee en presence de 
la cible en milieux aqueux est representee sur la figure 1 2 (en trait plein : 
avant hybridation, en trait pointing : aprds hybridation). Le voltamogramme 
montre une forte variation du signal eiectrochimique aprds hybridation. Le 
potentiel d'oxydation se deplace vers les potentiels les plus Sieves ; il passe 
de 340 mV & 387 mV aprts hybridation. Le courant d'oxydation diminue 
de 60%. La charge echang6e au cours de I'oxydation diminue de 25%. 

L'analyse de la reponse eiectrochimique dans I'acetonitrile de 
reiectrode incubee en presence de 0,1 nmole de PN dWa est representee sur 
la figure 13 (en trait plein : avant hybridation, en trait pointilie : aprfcs 
hybridation). Le voltamogramme apr&s incubation montre la sauvegarde du 
systdme reversible du ferrocdne en milieu organique. Le potentiel 
d'oxydation et de reduction du ferrocdne se deplace vers les bas potentiels. 
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Cette variation de la reponse Electrochimique en milieu aqueux 
et en milieu organique permet de montrer qu'il existe une hybridation 
selective et specifique entre ie PN aonde greffe sur le ferrocene et le PN OIbl9 . 

Bien que ces electrodes incubEes en presence de la cible aient 
5 montre des variations significatives de la reponse electrochimique, il est 
necessaire de determiner I'origine de la variation de la reponse du ferrocene 
apres incubation dans un tampon biologique sans la cible. 

Example 6: Influence de la charge de polymerisation sur 
10 I'ElectroactivitE 

L'inffuence de la charge deposee au cours de la polymerisation 
sur la variation du signal electrochimique du poly[py-Fe-PN sw , ds ,PyCOOH] de 
I'exemple 5 a EtE etudiee pour trois valeurs de charges 5, 10 et 15 mC. 
15 La figure 14 demontre que le courant d'oxydation diminue avec 

la quantite de la charge deposee. 

Exemple 7 : Reproductions Electrochimique des Electrodes 

20 La reproductibilitE electrochimique du poly[Py-Fe- 

PNsonda/PyCOOH] de I'exemple 5 a EtE testEe sur six electrodes de films de 
faible epaisseur. 

La caracterisation Electrochimique de ces Electrodes rEalisEe en 
milieu acEtonitrile en prEsence de 0,1 M LiCIO*, est illustrEe a la figure 1 5 
25 qui montre qu'on obtient sensiblement les mSmes voltamogrammes, aprEs 
greffage du PNsonde pour les six Electrodes. 



30 



Exemple 8 : Influence des conditions d'hybridation du PN eftl sur 

'«PN sond8 

8A-Effet du tampon d'hybridation 

La mEme Electrode poly[Py-Fe-PN sonde ,PyCOOH] (Q = 5 mC) de 
I'exemple 5 a EtE incubEe dans deux tampons diffErents : 

- Tampon TE-NaCI a 37°C pendant 2 heures et 3 heures, 

- Tampon SSPEG E 37 °C pendant 2 heures et 3 heures. 
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La caractSrisation eiectrochimique (voltamogrammes non 
repnSsentds) effective en milieu ac6tonitrile en presence de 0,1 M LiCI0 4 
respectivement, avant et apr&s I'incubation pour chacun des tampons ci- 
dessus met en 6vidence IMntdrfit du tampon SSPEG dans lequel l'6lectrode 
5 est plus stable. 

8B-Effet de la concentration du PIM^, 

Plusieurs films de poly[Py-Fe-PN Mnde ,PyCOOH] de I'exemple 5 
ont 6t& incub6s dans un tampon SSPEG r en presence de diffSrentes 

10 concentrations de PN dble (0,01 , 0,05 et 0,5 nmoles/l) 

La caract6risation eiectrochimique (voltamogrammes non 
repr6sent6s) effectu6e en milieu ac6tonitrile en presence de 0,1 W! LiCI0 4 
respectivement, avant et aprds hybridation en presence des diff6rentes 
concentrations ci-dessus, montre que la variation de la r£ponse 

15 eiectrochimique avant et aprds hybridation, augmente avec la concentration 
du PN^. On observe en effet qu'au potentiel de 280 mV/ECS qui 
correspond au potentiel du pic initial, la diminution du courant varie avec la 
concentration du PNLw,.. 
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REVINDICATIONS 

1 . Complexe electroactif, constitue par un polymere 
homopolymere ou copolymere electroactif d'au moins deux monomeres, un 

5 anti-ligand et un ligand ayant specifiquement Interagi avec ledit anti-ligand, 
caracterise en ce que ledit anti-ligand est lie directement ou indirectement! 
au polymere electroactif, et qu'il comprend en outre au moins un groupe 
electrodonneur lie directement ou indirectement, a I'anti-ligand. 

2. Complexe selon la revendication 1 , caracteris<§ en ce que le 
10 polymere electroactif est choisi parmi le polypyrrole, le polyacetylene, la 

polyazine, le poly(p-phenylene), le poly(p-phenylene vlnylene), le 
polypyrene, le polythiophene, le polyfuranne, le polyseienophene, la 
polypyridazine, le polycarbazole, la polyaniline, les polynucleotides 
bicatenaires. 

15 3 - Complexe selon la revendication 1, caracterise en ce que le 

groupe electrodonneur est choisi parmi le ferrocene, la quinone et les 
derives de ceux-ci. 

4. Complexe selon la revendication 1, caracteris§ en ce que le 
ligand et I'anti-ligand sont des molecules biologiques notamment choisies 

20 parmi les polynucleotides et les polypeptides. 

5. Complexe selon la revendication 4, caracterisS en ce que le 
ligand et/ou I'anti-ligand sont marques par un traceur susceptible de 
generer directement ou indirectement un signal. 

6. Complexe selon la revendication 1 , caracterise en ce que le 
25 groupement electrodonneur est lie, directement ou indirectement, au ligand 

ayant interagi avec I'anti-ligand, ledit anti-ligand 6tant fie*, directement ou 
indirectement, au polymere electroactif. 

7. Complexe selon la revendication 6, caracterise en ce que 
I'anti-ligand ou le ligand sont lids de maniere covalente au groupement 

30 electrodonneur, par I'intermediaire d'un second groupe de liaison. 

8. Complexe selon la revendication 1, caracteris6 en ce que 
I'anti-ligand ou le ligand sont lies de maniere covalente au polymere 
electroactif, par I'intermediaire d'un troisieme groupe de liaison. 

9. Complexe selon Tune quelconque des revendications 7 a. 8, 
35 caracterise en ce que les premier et/ou second et/ou troisieme groupes de 

liaison relient respectivement, le groupe electrodonneur a I'anti-ligand et 
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I'anti-ligand au polym&re 6lectroactif, par I'intermediaire d'un bras de 
couplage. 

10. Complexe selon la revendication 6, caracterise en ce que le 
groupe eiectrodonneur est lie au ligand, par I'intermediaire d'un support 

5 inerte ou biologique. 

1 1. Complexe selon la revendication 10 caracterise en ce que ie 
support inerte est une bille de polystyrene, une bille magn6tique ou une 
bille de verre. 

12. Complexe selon la revendication 10, caracterise en ce que 
10 le support biologique est une cellule, dans laquelle ie groupe eiectrodonneur 

a 6t6 internalise. 

13. Complexe selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
polymdre eiectroactif est un polypyrrole constitue d'au moins deux 
monomSres consistent chacun en un noyau pyrrole, et en ce que le groupe 

15 eiectrodonneur est le ferrocene. 

1 4. Complexe selon la revendication 1 3, caracterise en ce que 
I'anti-ligand est un polynucleotide sonde et le ligand est un polynucleotide 
cible, au moins partiellement hybrids audit anti-ligand. 

15. Complexe selon la revendication 14, caracterise en ce que 
20 le polynucleotide sonde est lie au ferrocdne et au noyau pyrrole dudit 

monomdre au moins. 

1 6. Complexe selon la revendication 1 3, caracterise en ce que 
le noyau pyrrole est substitu6 sur le carbone en position 3. 

1 7. Complexe selon la revendication 1 5, caracterise en ce que 
25 le polynucleotide sonde est fixe sur le carbone en position 1 d'un des 

noyaux cyclopentadidne du ferrocdne. 

18. Complexe selon la revendication 13, caracterise en ce que 
le polypyrrole est un copolymers et comprend un monom&re dont le noyau 
pyrrole est substitue par un groupe -CH 2 -COOH ou -CH 2 -CH 2 OH. 

30 19. Complexe selon la revendication 15, caracterise en ce que 

le second groupe de liaison, entre le ferrocdne et le polynucleotide sonde 
ou le polynucleotide cible est le groupe -CO-. 

20. Complexe selon la revendication 15, caracterise en ce que 
le troisi&me groupe de liaison entre le polynucleotide sonde ou le 

35 polynucleotide cible et le noyau pyrrole, est le groupe -CH 2 -CO-. 
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21. Complexe selon Tune quelconque des revendications 19 & 
20, caract6ris6 en ce que les premier et/ou second et/ou troislSme groupes 
de liaison reJient, indirectement, le ferrocdne au polynucleotide sonde ou au 
polynucleotide cible et le noyau pyrrole au polynucleotide sonde ou au 

5 polynucleotide cible, par I'intermediaire d'un bras de couplage. 

22. Complexe selon la revendication 21, caract6rise en ce que 
le bras de couplage est une chatne hydrocarbon6e satur6e ayant au moins 
deux atomes de carbone, de preference au moins 2 ou 3 atomes de 
carbone. 

10 23. Complexe selon Tune quelconque des revendications 14 d 

22, caracterise en ce que le polynucleotide sonde ou le polynucleotide cible 
est fixe au ferrocene et/ou au noyau pyrrole du monomdre au moins, par 
T intermediate respectivement du second et/ou du troisi6me groupes de 
liaison et d'au moins une des fonctions amin6es du polynucleotide sonde 

15 ou du polynucleotide cible. 

24. Sonde eiectroactive, constitu6e par un polym&re 
homopolymere ou copolymere 6lectroactif d'au moins deux monom^res, un 
anti-ligand et un ligand ayant specifiquement interagi avec ledit anti-ligand, 
caractense en ce que ledit anti-ligand est lie directement ou indirectement, 

20 au polymfere eiectroactif, et qu'il comprend en outre au moins un groupe 
eiectrodonneur lie directement ou indirectement, k I'antMigand. 

25. Sonde selon la revendication 24, caracteris6e en ce que le 
polymere eiectroactif est choisi parmi le polypyrrole, le polyacetyldne, la 
polyazine, le poly(p-phenyiene), le poly(p-ph6nyiene vinyl&ne), le 

25 polypyrene, le polythiophSne, le polyfuranne, le polyseienophfcne, la 
polypyridazine, le polycarbazole, la polyaniline, les polynucleotides 
bicatenaires. 

26. Sonde selon la revendication 24, caracterisee en ce que le 
groupe eiectrodonneur est choisi parmi le ferrocene, la quinone et les 

30 derives de ceux-ci. 

27. Sonde selon la revendication 24, caracterisee en ce que le 
ligand est une molecule biologique notamment choisie parmi les 
polynucleotides et les polypeptides. 

28. Sonde selon la revendication 27, caracterisee en ce que le 
35 ligand est marque par un traceur susceptible de g6n6rer directement ou 

indirectement un signal. 
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29. Sonde selon la revendication 24, caracterisee en ce que 
I'antMigand est lie de manfere covalente au groupement eiectrodonneur, 
par I'interm6diaire d'un second groupe de liaison. 

30. Sonde selon la revendication 24, caract6ris6e en ce que 
5 I'antMigand est lie de manfere covalente au polymdre eiectroactif, par 

I'intermediaire d'un troisidme groupe de liaison. 

31. Sonde selon I'une quelconque des revendication 37 h 39, 
caract6ris6e en ce que les premier et/ou second et/ou troisdme groupes de 
liaison rellent respectivement, le groupe eiectrodonneur & I'antMigand et 

10 I'antMigand au polym&re eiectroactif, par I'intermediaire d'un bras de 
couplage. 

32. Sonde selon les revendications 25 et 26, caracterisee en ce 
que le polymdre 61ectroactif est le polypyrrole constitue d'au moins deux 
monom6res consistant chacun en un noyau pyrrole, et en ce que le groupe 

15 eiectrodonneur est le ferrocene. 

33. Sonde selon les revendications 24 et 32, caracterisee en ce 
que I'antMigand est un polynucleotide sonde, susceptible d'hybrcder un 
polynucleotide cible, dans des conditions d' hybridation approprides. 

34. Sonde selon la revendication 33, caracterisee en ce .que le 
20 polynucleotide sonde est lie au ferrocene et au noyau pyrrole dudit 

monom6re au moins. 

35. Sonde selon la revendication 32, caracterisee en ce que le 
noyau pyrrole est substitue sur le carbone en position 3. 

36. Sonde selon la revendication 34, caracterisee en ce que le 
25 polynucleotide sonde est H6 sur le carbone en position 1 d r un des noyaux 

cyclopentadidne du ferrocdne. 

37. Sonde selon la revendication 32, caracterisee en ce que le 
polypyrrole est un copolymdre et comprend un monom^re dont le noyau 
pyrrole est substitue par un groupe -CH 2 -COOH ou -CH 2 -CH 2 OH. 

30 38. Sonde selon la revendication 34, caracterisee en ce que le 

second groupe de liaison, entre le ferrocdne et le polynucleotide sonde est 
le groupe -CO-. 

39. Sonde selon la revendication 34, caracterisee en ce que le 
troisidme groupe de liaison entre le polynucleotide sonde et le noyau 
35 pyrrole, est le groupe -CH 2 -CO-. 
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40. Sonde selon Tune quelconque des revendications 38 a 39, 
caracterisee en ce que les premier et/ou second et/ou troisieme groupes de 
liaison relient, indirectement, respectivement, le ferrocene au 
polynucleotide sonde et le noyau pyrrole au polynucleotide sonde, par 

5 I'intermediaire d'un bras de couplage. 

41 . Sonde selon la revendication 40, caracterisee en ce que le 
bras de couplage est une chaine hydrocarbonee satur6e ayant au moins 
deux atomes de carbone, de preference au moins 2 ou 3 atomes de 
carbone. 

10 42. Sonde selon I'une quelconque des revendications 32 a 41 , 

caracterisee en ce que le polynucleotide sonde est fixe au ferrocene et/ou 
au noyau pyrrole du monomere au moins, par I'intermediaire 
respectivement du second et/ou du troisieme groupe de liaison et d'au 
moins une des fonctions aminees du polynucleotide sonde. 

15 43. Procede pour preparer une sonde selon la revendication 31, 

caracterise en ce qu'il comprend les eta pes suivantes : 

(a) On dispose d'un polypyrrole homopolym&re ou copolym^re 
constitue par au moins deux monomeres consistent chacun en 
un noyau pyrrole, dont au moins un est substitue sur le carbone 

20 en position 3 par un polynucleotide sonde, 

(b) On obtient le ferrocene comportant sur le carbone en 
position 1 d'un des noyaux cyclopentadiene, au moins un 
groupe active ou activable, et 

(c) On met en contact le polypyrrole homopolymdre ou 
25 copolymere, substitue* par un polynucleotide sonde, avec le 

ferrocene comportant ledit groupe active ou activable. 

44. Procede selon la revendication 43, caractense en ce que le 
ou les groupes actives ou activables du ferrocene, identiques ou differents, 
sont un groupe ester active ou activable, et de preference le groupe -CO- 

30 [N-hydroxy-phtalimide]. 

45. Procede selon I'une quelconque des revendications 43 ou 
44, caractense en ce que le ou les groupes actives ou activables du 
ferrocene, sont fixes sur celui-ci par I'intermediaire d'un bras de couplage. 

46. Procede de detection d'un ligand dans un echantillon 
35 biologique, caracterise en ce qu'on met en contact une sonde selon I'une 

quelconque des revendications 24 a 42, dans des conditions de reaction 
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approprides pour ['interaction specifique anti-Iigand / ligand, et en ce qu'on 
met en Evidence ou on quantifie une difference de potentiel ou une 
variation de courant entre la sonde avant mise en contact et la sonde apr£s 
mise en contact. 

5 47. Procede selon ia revendication 46, caract6ris6e en ce que le 

ligand est un polynucleotide. 

48. Electrode dont tout ou partie de ta surface est revdtue d'une 
sonde selon I'une quelconque des revendications 24 £ 42. 

49. Utilisation d'un groupe eiectrodonneur pour augmenter 
10 reiectroactrvitS d'un polym^re eiectroactif sur lequel est fix6 un anti-Iigand 

susceptible d'interagir avec un ligand, ledit groupe eiectrodonneur se 
trouvant sur le mSme monomdre que I'anti-ligand. 

47. Procede de detection d'un ligand dans un 6chantillon 
biologique, caracterise en ce qu'on met en contact une sonde eiectroactive, 

15 constitute par un poly mere homopolym&re ou copolym^re, eiectroactif, 
d'au moins deux monomdres, un anti-Iigand susceptible d'interagir 
sp6cifiquement avec un ligand, ladite sonde comprenant en outre au moins 
un groupement eiectrodonneur lie, directement ou indirectement, d'une 
part au polym&re eiectroactif et d'autre part £ I'anti-lfgand, dans des 

20 conditions de reaction appropri6es pour I'interaction specifique anti- 
Iigand / ligand, et en ce qu'on met en evidence ou on quantifie une 
difference de potentiel ou une variation de courant entre la sonde avant 
mise en contact et (a sonde aprds mise en contact.. 

48. Procede selon la revendication 47 caracterise en ce que le 
25 polymdre eiectroactif est choisi parmi le polypyrrole, le polyacetyldne, la 

polyazine, le poly{p-ph6nyldne), le poly(p-phenyiene vinyiene), le 
polypyrdne, le polythiophdne, le polyfuranne, le poly$eienoph£ne, la 
polypyridazine, le polycarbazole, la polyaniline, les polynucleotides 
bicatenaires. 

30 49. Proc6de selon la revendication 47 caracterise en ce que le 

groupe eiectrodonneur est choisi parmi le ferrocene, la quinone et les 
derives de ceux-ci. 

50. Procede selon la revendication 47 caracterise en ce que le 
ligand est une molecule biologique notamment choisie parmi les 

35 polynucleotides et les polypeptides. 
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51. ProcSde selon la revendication 47 caracteris<§ en ce que le 
ligand est marque par un traceur susceptible de generer directement ou 
indirectement un signal. 

52. Precede selon la revendication 47 caracterise en ce que le 
groupement Electrodonneur est lie, directement ou indirectement, d'une 
part au polymere Electroactif et d'autre part a I'anti-ligand. 

53. Precede selon la revendication 47 caracterise en ce que le 
groupement electrodonneur est lie de maniere covalente au polymere 
6lectroactif, par I'intermecliaire d'un premier groupe de liaison. 

54. Procede selon la revendication 47 caracterise en ce que 
I'anti-ligand est \\6 de maniere covalente au groupement electrodonneur, 
par I'intermddiaire d'un second groupe de liaison. 

55. Process selon I'une quelconque des revendications 52 a 54 
caracterise en ce que les premier et/ou second et/ou troiseme groupes de 

15 liaison relient respectivement, le groupe electrodonneur au polymere 
electroactif, le groupe electrodonneur a I'anti-ligand, par I'interm&Jiaire 
d'un bras de couplage. 

56. Procede selon les revendications 49 et 50 caracteris6 en ce 
que le polymere electroactif est le polypyrrole constitue d'au moins deux 
monomeres consistant chacun en un noyau pyrrole, et en ce que le groupe 
electrodonneur est le ferrocene. 

57. Procecte selon selon les revendications 47 et 56, caracterise 
en ce que I'anti-ligand est un polynucleotide sonde, susceptible d'hybrider 
un polynucleotide cible, dans des conditions d'hybridation appropriees. 

25 58. Proc$d6 selon la revendication 47 caract6ris6 en ce que le 

ferrocene est lie d'une part au polynucleotide sonde et d'autre part sur le 

noyau pyrrole d'un monomere du polypyrrole. 

59. Procede selon la revendication 56 caracteris6 en ce que le 

noyau pyrrole est substituS sur le carbone en position 3. 
30 60. Proceed selon la revendication 58 caracterise en ce que le 

polynucleotide sonde est li<§ sur le carbone en position 1 d'un des noyaux 

cyclopentadiene du ferrocene. 

61 . Proced6 selon la revendication 58 caracterise en ce que le 

polynucleotide sonde est fixe sur le carbone en position 1 d'un des noyaux 
35 cyclopentadiene du ferrocene, et le ferrocene est fix<§ sur le noyau pyrrole 
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par I'intermediaire du carbone en position V de I'autre noyau du 
cyclopentadidne. 

62. Precede selon la revendication 56, caract6ris6 en ce que le 
polypyrrole est un copolym&re et comprend un monomdre dont le noyau 
pyrrole est substitue par un groupe -CH 2 -COOH ou -CH 2 -CH 2 OH. 

63. Procede selon la revendication 55 caractSrisS en ce que le 
premier groupe de liaison entre te ferroc&ne et le noyau pyrrole, est le 
groupe -CONH-CH 2 -. 

64. Procede selon la revendication 55 caracterise en ce que [e 
second groupe de liaison, entre le ferrocene et le polynucleotide sonde est 
le groupe -CO-. 

65. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 63 a 64 
caracterise en ce que les premier et/ou second et/ou troisidme groupes de 
liaison relient, indirectement, respectivement le ferrocene au noyau pyrrole, 
le ferrocene au polynucleotide sonde, par I'intermediaire d'un bras de 
couptage. 

66. Procede selon la revendication 65, caracterise en ce que le 
bras de couplage est une chaTne hydrocarbon6e satun§e ayant au moins 
deux atomes de carbone, de preference au moins 2 ou 3 atomes de 
carbone. 

67. Sonde selon Tune quelconque des revendications 56 & 66, 
caract6rrsee en ce que le polynucleotide sonde est fixe au ferrocene par 
I'intermediaire respectivement du second et/ou du troisfeme groupe de 
liaison et d'au moins une des fonctions amin6es du polynucleotide sonde. 
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